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汉族人群中 22 个 HLA-Cw 等位基因全长序列单核苷酸
多态性分析 

曾健强, 徐筠娉, 王大明, 高素青, 邹红岩, 邓志辉 

深圳市血液中心, 深圳市组织配型与免疫遗传重点实验室, 深圳 518035 

摘要: 为探讨 HLA-Cw (Human leukocyte antigen-Cw)基因全长序列分子遗传多态性, 文章对 28 个 HLA-Cw 基

因型已知的汉族个体样本, 采用长距离 PCR 技术和高保真性的 Pfu 酶, 扩增 HLA-Cw 基因全长序列 4.5 kb, 进

行分子克隆和单倍体测序。采用群体遗传学研究方法分析了 HLA-Cw 等位基因全长序列中各亚区的单核苷酸多

态性。结果表明: 在 28 个样本中共检测出 22 种等位基因, 序列均已提交 GenBank 和国际 IMGT/HLA 数据库

并获得了认可; 其中 Cw*0706、Cw*030301、Cw*140201 的全长序列为首次报道, 尤其是 Cw*0706 内含子序列

的获得, 能够重新设计对该等位基因测序分型的引物, 避免测序分型中可能对这一等位基因的漏检。将 28 个样

本的 56 条单倍体序列用 Clustal 软件进行序列排比, 输入到 DnaSP4.0 进行多态性分析, 共发现 244 个 SNPs, 10

处插入/缺失多态性。对 HLA-Cw 等位基因各亚区多态性的分析, 发现第 4 内含子及以前并没有受到关注的第 5

外显子受到平衡选择的作用, 在进化中受到了选择压力, 预示着它们在免疫系统的进化过程中可能扮演着重要

的角色。 

关键词: 人类白细胞抗原; HLA-Cw 基因; 基因组全长序列; 克隆和测序分析; 单核苷酸多态性 
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Abstract: To analyze the molecular genetic polymorphism of full-length HLA-Cw gene, a total of 28 samples with known 

genotypes from Chinese Han population were amplified by long-range PCR using high-fidelity Pfu polymerase. A fragment 

4.5 kb in length of HLA-Cw gene was subjected to cloning and haplotype sequencing. The single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) in all segments of the whole region of HLA-Cw gene were analyzed. As a result, we detected 22 different HLA-Cw 

alleles in 28 samples, all of which were submitted to GenBank and the IMGT/HLA Database. Among the 22 HLA-Cw al-

leles, the intronic sequences of Cw*030301, Cw*0706 and Cw*140201 were firstly elucidated. The novel intronic sequence 

and the SNPs information may help to design allele-specific primers for accurate sequence-based typing (SBT) and to avoid 

allele dropout events in SBT test. We aligned all the diploid sequences using ClustalX program and imported them into 
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Dnasp4.0 to calculate polymorphism in all coding- and non-coding regions. We found 244 SNPs and 10 insertion/deletions 

(Indels). According to the analysis of polymorphism level, phylogenetic trees and frequency spectrum, we proposed that the 

evolution of intron 4 and exon 5 was under balancing selection. Selection on these segments indicated that they may be 

functionally important in evolution of HLA-Cw gene. The full-length sequences obtained and related SNPs information can 

be used as resources of markers for high-resolution typing, complex diseases association studies and human evolution. 

Keywords: human leukocyte antigen (HLA); HLA-Cw gene; genomic full length; cloning and sequencing analysis; single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) 

人类白细胞抗原 Cw (Human leukocyte anti-

gen-Cw, HLA-Cw) 属于经典的 HLA I类分子。它的

功能表现在两个方面, 首先它可结合内源性抗原肽

(Endogenous antigen)并提呈给 CD8+ T细胞识别, 诱

发特异性免疫反应; 另外它还可作为杀伤细胞免疫

球蛋白样受体(Killer immunoglobulin-like receptor, 

KIR)的配体, 调节 NK细胞(Natural killer cells)的杀

伤功能[1], 在移植免疫、肿瘤免疫和抗感染免疫中发

挥重要作用。 

单核苷酸多态性(Single nucleotide polymorphisms, 

SNPs)位点除了分布在 HLA -I、II类基因的编码抗原

结合肽的外显子区, 还大量地分布在 HLA基因的 5′

启动子、3′非翻译区以及所有的内含子当中。这些

SNPs 数据蕴含了大量有关基因进化、基因表达调

控、疾病相关联的信息 , 也是临床和骨髓库进行

HLA高分辨水平基因分型的分子生物学基础。 

2009 年 7 月, 国际 IMGT/HLA 数据库(http:// 

www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html)公布的 HLA-Cw 等

位基因有 463个, 在 HLA-Cw等位基因的 DNA序列

中, 提交第 2和第 3外显子序列的等位基因较多, 具

有完整的 HLA-Cw 全长序列的等位基因较少, 特别

是缺乏中国人群 HLA-Cw 等位基因的全长序列。以

往, 我们曾发现因 Cw*0706 等位基因非编码区序列

和 SNPs 信息的缺乏, 有的商品化测序分型试剂盒

检测中国人群样本时存在 Cw*0706等位基因漏检和

丢失现象[2]。本文采用业已建立的 HLA-Cw 基因全

长序列分子克隆和测序方法 [3], 进行汉族人群

HLA-Cw基因全长序列及其不同亚区 SNPs多态性分

布的分析和研究, 将为中国汉族人群 HLA-Cw 基因

SNPs 与疾病相关性的研究以及群体遗传学研究等

提供基础。 

1  材料和方法 

1.1  样本选取及基因组 DNA的提取 

在 620名已进行HLA-Cw基因高分辨基因分型、

结果已知的汉族造血干细胞捐献者的血样中, 选择

28份包含汉族个体常见的 HLA-Cw等位基因型的样

本用于本研究。这 28个个体均为常驻深圳的定期无

偿献血者, 已签署志愿者知情同意书, 分别来自地

域相近的南方五省(广东 8例、广西 6例、湖南 5例、

湖北 5 例、江西 4 例), 互相之间无亲缘关系。每份

血样 5 mL, 用 5%EDTA抗凝。各取 0.25 mL抗凝血, 

采用 E-Z 96TM 全血 DNA提取试剂盒(美国 Omega

公司)提取基因组 DNA。 

1.2  HLA-Cw全长序列的分子克隆、测序以及序列

拼接 

根据文献[3]中的克隆和测序方法, 采用自行设

计的一对 HLA-Cw 基因全长序列扩增引物, 利用高

保真 Pfu酶(Pfu ultra II Fusion HS DNA polymerase, 

美国 Stratagene 公司)特异性地扩增 HLA-Cw基因目

的片段 4.5 kb (从上游-962位碱基至下游 3576位碱

基), 涵盖了 HLA-Cw基因的 8个外显子和 7个内含

子, 以及上游 5′调控区和下游 3′-非翻译区。扩增产

物克隆至 pGEM-Teasy 载体(美国 Promega 公司)后, 

提取阳性质粒测序(质粒小量提取试剂盒购自美国

Axygen公司)。 

测序于 ABI 3730型测序仪(美国 ABI公司)上进

行。将所有测序引物得到的测序峰图文件(chromas)

输入到 DNASTAR 软件包中的 SeqMan(Lasergene 

version 5; DNA Star, Inc., Madison, WI)程序, 按每一

样本号分别进行序列自动拼接。人工核查排除 PCR

突变, 得到单个样品最终的两条单倍体序列。再将
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所有样品的序列输入 Clustal-X 软件[4]排比, 输出一

个群体比对数据。排比后的文件再放入 Bioedit 

v6.0.7软件中进行最后的人工核查。 

1.3  群体遗传学统计分析 

1.3.1  基因多态性分析 

π和 θw通过 DnaSP 4.0 [5]计算。π是 Tajima估计

值 [6], 为每个位点上序列两两比较后的平均核苷酸

多样性 , π 值大小主要受中高频突变影响。θw 是

Watterson 估计值[7], 为每个位点上差异核苷酸的数

目 , 计算公式为 : θW=S/an (an=1+1/2+····+1/(n-1))。

S(Segregating Sites)即分离位点数, 并不考虑突变碱

基的频率。非同义突变率(dn)及同义突变率(ds)用

Dnasp 4.0 软件计算[8]。在中性选择下, 两者的比例

应该相等。若非同义突变率大于同义突变率则提示

可能有正选择存在; 反之则提示可能存在负选择[9]。 

1.3.2  SNPs 的频谱分析(Frequency spectrum) 

多态位点 Pi
[10]的频谱定义为: 在一个含有 n 个

个体的群体中, 出现 i次的多态位点的数目。中性模

型的 Pi即其期望值通过公式计算:  
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来计算。将观察值与中性状态下的期望值相比, 根

据其偏离情况来判断其是否受自然选择。一般来说, 

如果是正选择或负选择, 低频率突变碱基(<10%)的

个数将远大于期望值。如果受到平衡选择, 中等频

率突变碱基(20%~50%)的个数将远大于期望值。 

1.3.3  系统发育树分析 

HLA-Cw基因亚区的系统发育树使用MEGA3.1[11]

中的 Neighbor-Joining方法构建。其中, 距离矩阵通

过 Kimura双参数法(Kimura’s two-parameter method)

计算。树的可靠性由 Bootstrapping 重抽样 1 000 次

来估计。另外, 不同灵长类的系统发育分析, 可以比

较种内差异及种间差异的程度, 从而判断区域是否

存在跨物种多态性。黑猩猩(Pan troglodytes)、猩猩

(Pongo satyrus)的 HLA-Cw 序列应用 Blat 程序从

UCSC 基因组数据库(http://genome.ucsc.edu)中获得, 

用于跨物种多态性的比较。 

1.3.4  连锁不平衡(Linkage disequilibrium, LD)分析 

为判断 HLA-Cw 基因全长序列中各亚区 SNPs 之

间的连锁与重组情况, 我们通过绘制连锁不平衡图谱

来进行分析。连锁不平衡主要使用Windows Haploview 

version 4.0(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/)
分析。根据 D’值[12] 的大小与统计学检验是否显著, 

以不同颜色绘制连锁不平衡图谱。D’值等于 1 表示

SNPs 之间完全连锁(没有重组事件发生过), 用亮红

色或蓝色方块表示 , 其中有统计学意义的(LOD>2)

是亮红色, 无统计学意义的用蓝色表示。浅红色表

示 D’值小于 1 但有统计学意义, 意味着 SNPs 之间

有较强的连锁关系。白色表示 D’值较小甚至接近于

0, 意味着 SNPs之间重组较频繁。 

2  结果与分析 

2.1  22条 HLA-Cw等位基因全长序列以及与 IMGT/ 

HLA数据库的比较 

通过测序、拼接、排比、筛查, 最终获得了 28个

样本的 56 条 HLA-Cw 等位基因的全长序列(962 bp~ 

3 576 bp)。56 条序列中共发现 22 种不同的单倍型, 

这些序列已提交给GenBank获得登录号(表 1), 同时

向 IMGT/HLA 数据库提交并获得世界卫生组织

(World Health Organization, WHO)命名委员会的命

名。在 22条单倍型中, 共存在 244个单核苷酸多态

性, 10个插入/缺失多态性, 其中 Cw*04010103是我

们发现的一个新等位基因, 它与 Cw*04010101 的区

别在于第 3内含子有一个碱基的变异(nt 1111 G >A), 

此外, 在中国人群中发现的 Cw*030401 等位基因在

3′-UTR区域的 nt 3033位均为“C”, 而 IMGT/HLA

数据库中所公布的 Cw*030401的序列在该碱基位置

为“G”, 显示中国个体 Cw*030401的特殊性。 

2.2  HLA-Cw各区域多态性水平比较 

将 HLA-Cw 基因 56 条全长序列划分为 16 个亚

区, 计算各亚区的平均核苷酸突变率(π与 θw)。此外,  
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表 1  HLA-Cw 各等位基因 GenBank 登录号及 IMGT/HLA 数据库注册号 

等位基因名称 GenBank登录号 IMGT/HLA注册号 长度(bp) 等位基因名称 GenBank登录号 IMGT/HLA注册号 长度(bp)

*010201 FJ515900 HWS10006562 4 537 *070401 FJ785728 HWS10006550 4 551

*010201v1 FJ827032 HWS10006744 4 537 *0706 FJ785732 HWS10006238 4 551

*030202 FJ827033 HWS10006563 4 536 *0766 FJ785729 HWS10006551 4 551

*030301 FJ515902 HWS10006152 4 537 *0767 FJ785730 HWS10006552 4 551

*030401 FJ515903 HWS10005879 4 537 *080101 FJ785724 HWS10006554 4 536

*04010101 FJ515901 HWS10006561 4 537 *0802 FJ785733 HWS10006555 4 536

*04010103 FJ515899 HWS10005875 4 537 *0820 FJ785725 HWS10005896 4 536

*06020101 FJ785734 HWS10006557 4 536 *0821 FJ785726 HWS10006556 4 536

*06020102 FJ785735 HWS10006558 4 536 *0822 FJ785727 HWS10006188 4 536

*07020101 FJ515904 HWS10006548 4 551 *140201 FJ785736 HWS10006239 4 537

*07020103 FJ785731 HWS10006549 4 551 *150201 FJ785737 HWS10006559 4 537

 
表 2  HLA-Cw基因各区域多态性水平 

HLA-Cw各亚区 长度(bp) S π (×1000) θw (×1000) Dhc (×100) ds (×1000) dn (×1000) 

5′-启动子 970 28 8.98 6.36 1.10   

第 1外显子 73 4 20.76 11.93 1.91 0 21.85 

第 1内含子 130 10 19.91 16.75 4.34   

第 2外显子 270 21 24.75 16.93 2.75 31.95 21.79 

第 2内含子 251 13 20.20 11.55 2.86   

第 3外显子 276 27 31.77 21.30 3.88 30.17 32.75 

第 3内含子 587 30 13.63 11.13 1.71   

第 4外显子 276 17 19.54 13.41 1.70 36.87 14.09 

第 4内含子 124 13 34.76 23.39 3.17   

第 5外显子 120 13 33.88 23.58 3.65 43.46 27.83 

第 5内含子 441 19 14.26 9.44 1.40   

第 6、7、8外显子 86 4 9.20 10.13 1.72 0 12.72 

第 6内含子 107 4 10.58 8.14 1.18   

第 7内含子 164 8 15.43 10.62 2.23   

3′-非翻译区 416 23 19.59 12.09 2.42   

3′-下游区域 267 10 13.17 8.18 2.41   

注: S: 分离位点数; π: 序列两两比较平均核苷酸突变率; θw: 平均每核苷酸分离位点数; ds: 非同义突变率; dn: 同义突变率; Dhc: 人与黑猩猩

种间变异率; 表中阴影标注的是多态性较高且在文章重点说明的区域。 
 
利用 UCSC 网站(http://www.genome.ucsc.edu)上的

Blat 程序获得了黑猩猩的 Cw 基因全长序列计算各

亚区的种间差异(Dhc)。如表 2 所示, 编码抗原结合

肽的外显子(第 2、3 外显子)的种内变异率与种间差

异均显示较高的水平, 且在第 3 外显子中非同义突

变率(32.75/kb)明显大于同义突变率(30.17/kb)。 

另外, HLA-Cw大部分内含子的平均核苷酸突变

率(10≤π≤20/kb)远比人类基因组平均核苷酸突变

率 0.75/kb[13]高, 然而与外显子的同义突变率(≥30/kb)

相比又显著下降。我们分析了 HLA-Cw 基因的连锁

不平衡图。由图 1 所示, HLA-Cw基因第 2、3外显

子与其周边的第 1、2及第 3内含子有重组事件发生

(白色方块), 这些重组事件会减弱外显子搭车效应

的影响, 因而解释了内含子较之外显子同义突变率

变低的现象。 

除了第 2、3 外显子突变率较高外, 第 4、5 外

显子的突变率水平也较高。尤其是第 5 外显子, 它

的同义突变率达到 43.46/kb。与第 5 外显子临近的

第 4内含子的平均核苷酸突变率()也是所有区域中

最高的(34.76/ kb)。值得一提的是, 第 5外显子与第

4 内含子的多态性模式非常相似, 无论是平均核苷

酸突变率(与 θw), 还是种间核苷酸突变率(Dhc), 它 
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图 1  HLA-Cw 全基因连锁不平衡图 
SNPs两两之间的连锁关系用矩阵作图, D’值的大小及统计学意义用不同颜色方块显示(见材料和方法 1.3.4)。 

 

 
 

图 2  第 4 内含子及第 5 外显子系统发育树 
人类序列以等位基因名称(如表 1)注明。 
 

们的值在两个区域中非常接近(表 2); 并且从图 1中

我们可以看出第 4 内含子及第 5 外显子中处于同一

个紧密连锁的单倍型域(所有 SNPs之间的 D’值>0.9, 

表示极少有重组事件发生)。 

2.3  第 4内含子及第 5外显子进化树与频谱图分析 

为了探讨 HLA-Cw 基因的第 4 内含子及第 5 外

显子在进化过程中是否受到选择压力 , 本文利用

UCSC网站(http://www.genome.ucsc.edu)上的 Blat程

序获得了与人类距离更远的猩猩的序列, 并与黑猩

猩的序列一起来对两个区域作进化树分析。人类的

序列分为两支, 而黑猩猩与猩猩的序列分散在人类 

序列的两个分支当中, 见图 2。Cw*07家系作为独立

的一支与猩猩的序列簇立在一起, 说明这一家系作

为古老单倍型已保存了约 1 400万年之久(猩猩分化

于 1 400万年前)。这种跨物种多态性揭示了 HLA-Cw

基因的第 4 内含子与第 5 外显子在进化过程中受到

了平衡选择的作用。 

此外, 我们对第 4 内含子及第 5 外显子区域的

多态位点作了频谱分析。由于跨物种多态性的存在, 

我们无法定义祖先等位基因, 因此我们绘制了此区

域内小频率等位基因(Minor allele, 频率小于 50%的

突变碱基)的频谱分布图。若受平衡选择作用, 频谱
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图内近中等频率的 SNPs会远远超过中性期望值。由

图 3 可知, 个数最多的是频率为(12/56 = 21.4%)的

SNPs, 频率为 26.8% (15/56)以及 48.2% (27/56)的

SNPs 的个数都高于期望值, 说明第 4 内含子与第 5

外显子符合平衡选择的模式。 

 

 
 

图 3  HLA-Cw第 4内含子及第 5外显子频谱图 
obs表示观察值, exp表示期望值。 
 

3  讨 论 

当前, HLA 经典基因全长序列多态性的研究正

悄然兴起。这是基于两方面研究的需求, 一是基因

的免疫调控机制研究的需要。众所周知 , 以往对

HLA多态性的研究主要是针对编码抗原结合肽的外

显子(第 2、3 外显子)。由于功能的重要性, 众多科

学家对这些外显子的多态位点的探测、疾病相关性

以及进化分析研究做了大量工作; 到上世纪 90年代

中, 科学家们开始投入到对 HLA基因的非编码区特

别是 5′-启动子的多态性研究当中, 并从进化、功能

分析等多种角度清晰地揭示了这些位于非编码区中

的 SNPs在基因表达调控中的作用[14~16]。 

二是临床高分辨配型的需要。截止到 2009年 4

月, IMGT/HLA 数据库公布的 HLA-Cw 位点的等位

基因数目为 440 个, 但具有全长序列的等位基因为

49个, 大量等位基因的全长序列有待填补。HLA-Cw

基因全长序列及 SNPs信息, 为 HLA-Cw基因高分辨

分型试剂开发时设计引物和探针的重要依据。在本

文中, 我们共测定 22 种等位基因, 其中 Cw*0706、

Cw*030301、Cw*140201的全长序列为首次报道, 这

3 种等位基因的全长序列已向 IMGT/HLA 数据库提

交, 目前 Cw*0706、Cw*030301 及 Cw*140201已被

正式收录到该数据库中的“Alignments”模块中。 

与 IMGT/HLA数据库中所公布的 HLA-Cw基因

序列相比, 本文中所检测到的 HLA-Cw 全长序列有

以下几个特点: 第一, IMGT/HLA 数据库中公布的

HLA-Cw全长序列位置从 nt-283 ~nt3066, 而本文中

的 HLA-Cw 全 长 序 列 (nt-962~nt3358) 延 伸 了

IMGT/HLA 数据库所涵盖的区域, 共发现了 244 个单

核苷酸多态性, 10个插入/缺失多态性。在 IMGT/HLA

没有覆盖到的启动子区域 (nt-962~nt-284), 我们共

发现了 17 个 SNPs 以及 3 个插入缺失多态性, 这些

SNPs 形成了 11 种单倍型, 其中 Cw*07 家系的单倍

型与其他家系的单倍型差别最大。Huard 等[17]的研

究表明: Cw*07 的表达量为其他 HLA-Cw 等位基因

的两倍, 那么位于 Cw*07 基因 5′-启动子区上游的

SNPs单倍型是否对这个结果有直接的影响, 有待功

能实验的验证。第二, 在 IMGT/HLA 数据库中, 等

位基因 Cw*140201、Cw*0706、Cw*030301 只有编

码区的 8 个外显子序列, 内含子等非编码区序列为

我们首次报道。尤其是 Cw*0706内含子序列的获得, 

使得我们能够重新设计对该等位基因测序分型的引

物, 解决商品化测序分型试剂盒对这一等位基因漏

检的问题[2]。第三, Cw*04010103是我们发现的一个

新等位基因, 它与 Cw*04010101 的区别在于第三内

含子的 nt 1111 位有一个碱基的变异(Cw*04010101G- 

Cw*04010103A)。第四 , 在中国人群中发现的

Cw*030401等位基因在 3′-UTR区域的 nt 3033位均

为“C”, 而 IMGT/HLA数据库中所释放的 Cw*030401

的序列在 nt 3033位为“G”, 显示中国个体 Cw*030401

的特殊性。这些获得的序列, 均向 IMGT/HLA 数据

库提交并被该数据库收录, 丰富了 HLA-Cw 基因的

多态性数据。 

我们将 HLA-Cw 基因 56 条全长序列划分为 16

个亚区, 利用群体遗传学方法分析比较各个亚区的

多态性水平。我们发现第 2、3外显子突变率较高, 且

引起氨基酸改变的非同义突变率大于同义突变率 , 

说明了这些编码区受到强烈的平衡选择作用 , 与

Hughes等[14]的研究结果相符。另外, HLA-Cw大部分

内含子的平均核苷酸突变率远比人类基因组平均核

苷酸突变率高, 说明它们受到了外显子平衡选择的

搭车效应(hitchhiking)的影响。然而内含子的变异率

又显著低于外显子的同义突变率, 对此 Cereb 等[15]

也提出了合理的解释: 外显子的同义突变位点由于

与受选择的非同义突变位点之间由于甚少重组紧密

连锁而显示高度的多态性, 而内含子与外显子间有
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可能发生频繁重组而产生相对较低的多态性。因此, 

根据连锁不平衡分析的结果以及 Cereb 等人提出的

理论, 我们判断 HLA-Cw 基因内含子所表现出来的

多态性特点应该是外显子的搭车效应与重组双重作

用的结果, 它们本身并没有受到选择。 

本文中值得注意的是 HLA-Cw基因的第 4、5外

显子的突变率水平也较高。在本文中, 我们利用连

锁不平衡分析, 发现第 4 内含子及第 5 外显子紧密

连锁; 对该区域进行进化树分析, 揭示了 HLA-Cw

基因的第 4 内含子与第 5 外显子在进化过程中受到

了平衡选择的作用, 并且通过频谱图分析证明了第

4 内含子与第 5 外显子符合平衡选择的模式。由于

第 4 内含子与第 5 外显子紧密连锁, 它们之间协同

进化, 哪个区域在免疫系统中扮演更重要的作用并

不清楚, 有以下几种可能性: 第一, 第 5外显子编码

的是跨膜区和胞浆区尾部的初始部分, 它的多态性

在个体免疫应答多样性中可能与第 2、3外显子中一

样, 扮演着重要的作用, 如最近的研究显示, HLA-I

类基因跨膜区可以结合某些细胞因子来调控基因的

表达[18], 而第 4 内含子由于与第 5 外显子完全连锁, 

它的多态性没有任何功能意义, 只是单纯受到它的

搭车效应。第二, 不仅第 5 外显子的多态性有功能, 

第 4 内含子的多态性在基因表达调控中同样发挥重

要作用, 因此二者协同进化, 共同发挥功能。 
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